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(57) Abstract; E lectrically charged molecules need to be transported in order to create a DNA sensor. According to the invention, 
the following measures are undertaken: base metals are introduced into a solution as a positive ion; negatively charged molecules 
are transported in an opposite direction and are enriched in the vicinity of the measuring electrodes. Binding-specific separation 
of the charged molecules can be achieved by forming metal layers on the measuring electrodes by depositing metal ions from the 
solution when a suitable potential is selected. Target DNA can more particularly be introduced into the vicinity of catcher molecules 
on the measuring electrodes and non-specifically bound DNA can be removed. According to the associated device, the electrode 
arrangement (20,30) is associated with a sacrificial electrode (40) made of a more base metal than the material of the measuring 
electrodes (20,30). The measuring electrodes (20,30) in particular are made of noble metal, preferably gold, and the sacrificial 
electrode (40) is made of copper. 



^ (57) Zusanunenfassung: Zur Schaffung eines DNA-Sensors mussen elektrisch geladene Molekule transportiert werden. Gemass 
der Erfindung erfolgen folgende Massnahmen: Es werden unedle Metalle als positives Ion in Losung gebracht, wodurch negativ 

O geladene Molekule in die entgegengesetzte Richtung transportiert und in der Nahe der Messelektroden angereichert werden. Durch 
. Ausbildung von Metallschichten auf 
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den Messelektroden durch Anlagern der Metallionen aus der Losung lasst sich bei Vorgabe eines geeigneten Potenzials eine 
bindungsspezifische Trennung der geladenen Molekule erreichen. Insbesondere konnen somit Ziel-DNA in die Nahe von 
Fanger-Molekulen an den Messelektroden gebracht und auch unspezifisch gebundene DNA entfernt werden. Bei der zugehSrigen 
Vorrichtung ist der Elektrodenanordnung (20, 30) eine Opferanode (40) aus unedlerem Metall als das Material der Messelektroden 
(20, 30) zugeordnet. Die Messelektroden (20, 30) bestehen insbesondere aus Edelmetall, vorzugsweise Gold, und die Opferanode 
(40) aus Kupfen 



WO 2004/051275 



PCT/DE2003/003938 



1 

j Beschreibung 

Verfahren und Vorrichtung zum Transport bzw. zur bindungspe- 
zifischen Trennung elektrisch geladener Molekiile 

5 

Die Erfindung bezieht sich auf e£n Verfahren zum Transport 
bzw, zur bindungspezif ischen Trennung elektrisch geladener 
Molekiile in einer wassrigen Losung, insbesondere beim Betrieb 
eines DNA-Sensors mit einem Redox-Cycling-Prozess zwischen 
10 zwei Messelektroden. Daneben bezieht sich die Erfindung auf 
die zugehorigen Vorrichtungen. 

Bei zahlreichen Verfahren der Molekularbiologie spielt der 

15 Transport von geladenen Teilchen im elektrischen Feld (Migra- 
tion) eine wichtige Rolle. Die Wanderungsgeschwindigkeit v 
der geladenen Teilchen im fliissigen Medium ist dabei propor- 
tional der Feldstarke E und der Ionenladung Q und umgekehrt 
proportional dem Teilchenradius r und der Viskositat der 

20 Suspension. Es ergibt sich fur die Geschwindigkeit v: 

v = QE/67CrTl (1) 

Bei der Elektrophorese z.B. werden Biomolekule, d.h. vor al- 
lem Proteine und DNA, die sich bezuglich ihrer Grofie und/ 

25 Oder Ladling unterscheiden, voneinander getrennt. Die Anwesen- 
heit von anderen beweglichen, geladenen Teilchen ist bei be- 
stimmten Formen der elektrophoretischen Trennung (z.B. iso- 
elektrische Fokussierung) zu vermeiden, da sonst der Ladungs- 
transport teilweise oder ganz von diesen und nicht von den zu 

30 trennenden Molekulen ubernommen wird. Als Puffer werden daher 
oft Aminosauren verwendet, die ihren isoelektrischen Punkt 
beim gewunschten pH-Wert haben. Das heiSt, beim eingestellten 
pH-Wert haben die Puf f ermolekiile selbst keine Nettoladung und 
\onterliegen daher nicht der Migration. 



35 
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Auch beim Transport von geladenen Molekulen, z.B. urn die Kon- 
zentration an einem bestimmten Ort zu erhohen oder zu ernied- 
rigen, werden elektrische Felder eingesetzt. Insbesondere bei 
Mikrosensoren, z.B. zur DNA-Analyse, kann die Empf indlichkeit 
5 gesteigert werden, wenn die zu detektierenden DNA-Fragmente 
(Zielmolekule) am Ort der Fangermolekiile (Sensoroberf lache) 
konzentriert werden, GemaS dem Massenwirkungsgesetz steigt 
damit die Zahl der Fanger-/Zielmolekulbindungen. In jedem 
Fall werden bei einer solchen Reaktion aber nicht nur Fanger- 
10 /Zielmolekulpaare gebildet, die exakt zueinander passen, son- 
dern auch solche, deren Sequenz an einigen Stellen nicht ex- 
akt miteinander korrespondieren (Mismatches) . 

Da die Gro&e der Bindungsenergie mit der Zahl der nicht kor- 
15 respondierenden Basen abnimmt, konnen durch die Anwendung 
entsprechender Krafte selektiv solche Bindungen wieder ge- 
trennt werden, die eine bestimmt Zahl von Mismatches besitzen 
(Stringenzbehandlung) - Als Kraft kann hier ein elektrisches 
Feld wirksam werden, das im Gegensatz zum ersten Prozess, dem 
20 Konzentrieren der Molekule, eine entgegengesetzte Polaritat 
aufweist . 

Vorraussetzung fur den Transport von geladenen Teilchen im 
elektrischen Feld ist ein Feldgradient , der innerhalb des 

25 Elektrolyten bzw. der Transports trecke, streng monoton ver- 

lauft. Das heiSt, der Feldgradient darf sein Vorzeichen nicht 
andern und nicht zu Null werden. Das Anlegen einer beliebigen 
Spannung ist dazu fur wassrige Systeme nicht zwanglaufig aus- 
reichend. In Abwesenheit einer chemischen Reaktion vor den 

30 Elektroden fallt die Spannung fiber die elektrochemische Dop- 
pelschicht ab und der Feldgradient zwischen den Elektroden 
wird zu Null. Wenn allerdings eine Reduktions- bzw. Oxidati- 
onsreaktion an den Elektroden stattfindet, wird die Doppel- 
schicht vor den Elektroden depolarisiert und das elektrische 

35 Feld verlauft streng monoton innerhalb des Elektrolyten. Ein 
Ionentransport im wassrigen Elektrolyten ist die Folge. 
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Ein haufig angewendetes Verfahren zur Erzeugung solcher 
elektrischer Felder in wassrigen Systemen ist das Anlegen der 
Zersetzungsspannung von Wasser. Dabei wird an der Anode Sau- 
erstoff und an der Kathode Wasserstoff entwickelt. Bei der 
5 experimentelle Durchf tihrung muss darauf geachtet werden, dass 
die Gase und insbesondere ihre radikalischen Vorstufen nicht 
mit den zu untersuchenden Moleklilen in Kontakt kommen, da 
diese sonst chemisch verandert wurden. In makroskopischen 
Systemen geschieht dies durch Trennung der Elektrolytraume 
10 direkt vor den Elektroden vom Elektrolytraum zwischen den 
Elektroden, z.B, durch Diaphragmen. Fur Mikrosensoren ist 
diese Losung problematisch, da Diaphragmen nicht praktikabel 
sind. 

15 Eine Moglichkeit zur Elektrophorese in Mikrosystemen besteht 
darin, dass sogenannte Permeationslayer aus hydrophilem Poly- 
mer vor den Elektroden eingeftihrt werden, wozu auf die 
US 5 605 662 A verwiesen wird. Die Beweglichkeit von Reakti- 
onsprodukten der Wasserelektrolyse und der zu transportieren- 

20 den DNA ist in dieser Schicht stark gehemmt, so dass eine 

Durchmischung quasi nicht stattfindet. Der Ladungstransport 
im Permeationslayer wird von kleineren Ionen ubernommen. 

Obwohl das bekannte Verfahren praktikabel ist, wird durch die 
25 Einfuhrung neuer Polymer-Schichten die Herstellung des Mikro- 
sensorschips deutlich aufWcLndiger und damit teurer. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein geeignetes Verfahren 
zum Transport der geladenen Moleklile mittels eines elektri- 
30 schen Feldes anzugeben, bei denen an der Elektrode keine Was- 
serstoff- bzw. Sauerstof f entwicklung eintritt. Insbesondere 
soil unter Ausnutzung des Elektrophoreseverf ahrens eine ent- 
sprechende Vorrichtung geschaffen werden, welche mit Stan- 
dard-Materialien und Schichten der Chipherstellung auskommen. 

35 

Die Aufgabe ist beziiglich des Verfahrens durch die Merkmale 
alternativ des Patentanspruches 1 oder des Patentanspruches 
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12 gelost. Eine zugehorige Vorrichtung ist im Patentanspruch 
15 angegeben. Weiterbildungen des Verfahrens bzw. der Vor- 
richtung sind Gegenstand der jeweils abhangigen Anspruche. 

5 Bei der erf indungsgemaflen Vorrichtung konnen mit einem prin- 
zipiell gleichen Aufbau fakultativ das erf indungsgemafie Ver- 
fahren gemafi Patentanspruch 1 oder das erf indungsgemafie Ver- 
fahren gemafi Patentanspruch 12 ausgefuhrt werden. Dabei ist 
es auch vorteilhaf terweise moglich, beide Verfahren miteinan- 
10 der zu kombinieren, beispielsweise zyklisch. 

Die Erfindung macht sich bei der Anwendung des Elektrophore- 
severfahrens zunutze, dass zur Erzeugung des elektrischen 
Feldes in der Analytlosung aufier der Elektrolyse von Wasser 

15 auch andere Reaktionen eingesetzt werden konnen, Gemafl der 
Erfindung wird ein Metall/Metallionkomplex, z.B. Kupfer/ 
Kupf erhistidinkomplex, als Depolarisator vor den Elektroden 
vorgeschlagen. Bei positiver Polarisierung einer mit Kupfer 
beschichteten Elektrode zwecks Auf konzentrierung negativ ge- 

2 0 ladener Ionen wird dann nicht Sauerstoff entwickelt, statt 
dessen geht das Kupfer als Ion in Losung. Ist dort ein Kom- 
plexbildner fttr das Metall, z.B* Histidin filr Kupfer, vorhan- 
den, so bleibt das Metallion stabil in Losung. Da z.B. der 
Kufer-Histidin-Komplex sehr stabil ist, bleibt die Konzentra- 

25 tion der freien Kupferionen sehr klein und nahezu konstant. 
Ein Einfluss der Kupferionen auf die DNA-Hybridisierung wird 
dadurch vermieden. 

Soil die Elektrode negativ polarisiert werden, urn z.B. die 
30 Selektivitat der Fanger-/ZielmolekUlbindung zu erhohen 

(Stringenzbehandlung) , d.h. unspezifisch gebundene, nicht- 
komplementare Proben-DNA von der Fanger-DNA zu entfernen, 
werden bei Anwesenheit eines Metallionenkomplexes eines hin- 
reichend edlen Metalls, z.B. Kupfer, die Metallionen redu- 
35 ziert und dabei auf den Elektroden (in diesem Fall den Mess- 
Elektroden) abgeschieden. Eine Wasserstof f entwicklung wird 
dadurch vermieden. Der Komplexbildner fttr das Metallion kann 
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u.U. auch gleichzeitig als Puffer dienen. Histidin wird bei- 
spielsweise als Puffer bei pH = 7 eingesetzt. Das auf den 
Mess-Elektroden abgeschiedene Kupfer kann in einem Wasch- 
Schritt durch erneutes Anlegen von negativem Potenzial ent- 
5 fernt werden. Ein Abstofien der Zielmolekule wird dadurch ver- 
hindert, dass eine Waschlosung mit hoher Ionenstarke einge- 
setzt wird, so dass nur z.B. Kupfer in Form von Cu 2+ -Ionen 
entfernt wird, die Ziel-DNA jedoch nicht bewegt wird. 



10 Der Vorteil eines auf Metall/Metallionkomplex basierenden 
Elektrophoreseverf ahrens liegt in der geringeren Spannung, 
die zur Erzeugung des elektrischen Feldes notwendig ist. Sie 
ist niedriger als die El ektrolyse spannung von Wasser, so dass 
die aggressiven Produkte der Wasserelektrolyse nicht entste- 

15 hen konnen. Damit wird eine Trennung von Elektrolyse- und 

Elektrophoreseraum unnotig. Trotzdem reicht das erzeugte Feld 
aus, urn die gewiinschten Molekule im Analyten zu transportie- 
ren. 



20 Kupfer wird bereits heute fur Leiterbahnen verwendet und kann 
kunftig als Elektrodenmaterial fur Sensoranwendungen bzw. 
mikrosystemtechnische Anwendungen wie Mikro-Elektrophorese 
eingesetzt werden. Bei der Herstellung eines solchen Mikro- 
systems kann daher auf kostengiinstige Standardverf ahren der 

25 Halbleitertechnik zuriickgegrif f en werden. 



Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erf indung ergeben sich 
aus der nachf olgenden Figurenbeschreibung von Ausfiihrungsbei- 
spielen anhand der Zeichnung in Verbindung mit den Patentan- 
30 spriichen. Es zeigen 



Figur 1 einen prinzipiellen Aufbau zur Durchfuhrung 

des erf indungsgemafien Verf ahrens, 
Figuren 2 bis 4 Querschnitte unterschiedlich ausgebildeter 
3 5 Anordnungen t 
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10 



15 



Figur 5a und 5b 



Figur 6a und 6b 



Figur 7 



Figur en 8 bis 10 



Figur 11 
Figur 12 



bei Anordnungen gemaS Figur 3 verf ahrensma- 
£ig das Anreichern von Zielmolekulen von 
geringer zu hoher Konzentration, 
verfahrensmaiSig eine Situation gemaS Figur 
5b, bei der jedoch auch unspezif ische, d.h. 
nicht-komplementare Proben-DNA vorliegen, 
die einer sogenannten Stringenz-Behandlung 
unterliegen, 

den Elektroden-Prozess bei der erfindungs- 
gemafien Verwendung einer Opf erelektrode, 
sowie eines Komplexbildners , 
Drauf sichten auf unterschiedliche Mess- 
elektroden-Konf igurationen 

eine Messanordnung mit nebeneinander ange- 
ordneten Messpositionen im Querschnitt und 
eine aus Einzelpositionen entsprechend der 
Figur 8 gebildete Arrayanordnung in der 
Drauf si cht . 



2 0 Die Figuren werden teilweise gemeinsam beschrieben. 



Aus Figur 1 ist der prinzipielle Aufbau einer allgemeinen An- 
ordnung zur Durchfiihrung von biochemischen Messungen ersicht- 
lich. Mit 1 ist ein planares Substrat, z.B. aus Silicium, be- 

2 5 zeichnet, auf dem eine diinne Isolatorschicht 2, z.B. aus Si- 
liciumoxid (Si0 2 ) aufgebracht ist. Auf dieser Anordnung be- 
finden sich zwei Messelektroden 20 und 30, die vorzugsweise 
aus Edelmetall, insbesondere Gold, bestehen. Die gesamte 
Messanordnung befindet sich in Kontakt mit einer wassrigen 

30 Losung 15. 



In der wassrigen Losung 15 befinden sich negativ geladene 
Makro-Molekule, was in Figur 1 durch die Knauel-Struktur ver- 
deutlicht wird, und die weiter unten in Figur 5 im Einzelnen 
35 mit 200, 200' beziffert sind. Die negativ geladenen Molekule 
sollen zu den Messelektroden 20, 3 0 transportiert werden und 
werden nachfolgend auch als Zielmolekule bezeichnet. Im Falle 
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einer DNA-Analyse sind die Zielmolekule die zu untersuchende 
DNA. Uber Fangermolekule, die z.B. in einer Hydrogelschicht 
35 immobilisierbar sind, kann die Ziel-DNA zwecks Messung in 
der Nahe der Elektroden 20, 30 angelagert werden. 

5 

In der wassrigen Losung 15 ist weiterhin ein Material vorhan- 
den, das in der wassrigen Losung bestandig und unedler als 
das Metall der Messelektroden ist, Im allgemeinsten Fall ist 
das Material eine Metall /Metallion (Me /Me + ) -Kombination, bei- 
10 spielsweise Cu/Cu 2+ . Dies bedeutet, dass entsprechend den 
vorgegebenen Potenzialverhaltnissen entweder metallisches 
Kupfer Cu° unter Abgabe von zwei Elektronen aufgelost wird 
oder Kupfer (II) -Ionen Cu 2+ unter Aufnahme von zwei Elektronen 
abgeschieden werden konnen, wobei gilt: 

15 

Cu° <=> Cu ++ + 2e (2) 

Bei der Anordnung gemaS Figur 5 kann bei einer Kupf erelektro- 
de als Opfer-Anode 40 durch Anlegen eines positiven Potenzi- 
20 als Cu 2+ in Losung gehen. Dadurch werden dort die negativen 
Zielmolekiile 2 00 zur Kupf erelektrode 40 bewegt und reichern 
sich in deren Nahe und damit auch im Bereich der Messelektro- 
den 20, 30 an. 

25 Sofern bei Anwesenheit von Cu 2+ - Ionen in der wassrigen Losung 
an die Messelektroden 20,30 gemaS Figur 6ein geeignetes nega- 
tives Potenzial angelegt wird, losen sich diejenigen Fanger- 
molekul/Ziel-DNA-Bindungen, die aufgrund nicht vollstandiger 
Komplementaritat eine verminderte Bindungsstarke aufweisen. 

30 Dabei werden gleichzeitig Kupf er (II) -Ionen (Cu 2+ ) an den 
Messelektroden zu metallischem Kupfer (Cu°) reduziert. 

Anhand der Figuren 5a, 5b einerseits und 6a, 6b andererseits 
sowie Figur 7 werden die methodischen Prozesse gemaS den in 
35 Figur 1 nur prinzipiell aufgezeigten Alternativen verdeut- 
licht. Speziell in den Figuren 5a bis 6b ist uber den Mess- 
elektroden 20 und 30, welche Sensoroberf lachen 21 und 31 ha- 
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ben, jeweils eine Hydrogelschicht 35 aufgebracht, in welcher 
Fangermolekule 100 fur Zielmolekule 2 00, die sich auSerhalb 
der Hydrogelschicht 35 befinden, eingeschlossen sind. Wesent- 
lich ist dabei, dass die Fangermolekule 100 die Zielmolekule 
5 200 einfangen bzw. binden und damit der Analyse an der Sen- 
sor flache 21 bzw. 31 zufiihren. Zu dieser Methodik wird bei- 
spielsweise auf die altere Anmeldung PCT/DE 02/01982 der An- 
me 1 der in verwiesen. 

10 Die Fanger-Molekule 100 konnen beispielsweise spezielle thi- 
olmodif izierte Oligonukleotide sein. Ziel-Molekiile 200, die 
von den Fanger-Molekulen 100 gebunden werden so lien, sind die 
zu analysierenden DNA's. 

Im Allgemeinen liegt bei einer bekannten Messanordnung ein 
Zustand gemaS Figur 5a vor, bei dem die Ziel-DNA nur in ge- 
ringer Konzentration iiber der Fanger-DNA vorliegt. Hier ist 
es schwierig, zu sicheren Messergebnissen zu koitimen. Bei ei- 
ner Anordnung gemaS Figur 5b liegt dagegen die Ziel-DNA in 
hoher Konzentration iiber der Fanger-DNA vor, was durch eine 
DNA-Anreicherung erreicht wird. In diesem Zustand konnen gute 
Messergebnisse erzielt werden. 

An der Fanger-DNA binden entsprechend der Figur 6a auSer der 
komplementaren Ziel-DNA 2 00 auch nicht vollstandig komplemen- 
tare DNA-Fragmente 2 00 x . Durch eine Stringenz-Behandlung 
l&sst sich unspezifisch gebundene DNA durch Beauf schlagen der 
Elektroden mit jeweils geeigneten Potentialen selektiv ent- 
fernen. Die iinspezif isch gebundene DNA wird dann aufgrund ih- 
rer schwacheren Bindungskraf te abgestoSen. 

Aus der Figur 1 sowie den Teilfiguren 5a und 5b ist ersicht- 
lich, dass durch Anlegen spezifischer Potenziale an die 
Hi If selektrode 40 eine gewtinschte Anreicherung der Ziel-DNA 
35 erreicht wird. Im Einzelnen wird dazu eine Hilf selektrode 40 
aus unedlem Metall, beispielsweise Kupfer, gewahlt und an die 
Hilf selektrode 40 ein positives Potential angelegt. Sofern 
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sich die gesamte Anordnung in einer wassrigen Losung befin- 
det, gehen Cu 2+ -Ionen in Losung. Dadurch entsteht ein Feld- 
gradient und die negativ geladenen DNA-Molekule werden ange- 
zogen. 

5 

Letzterer Prozess wird im Wesentlichen durch Figur 7 verdeut- 
licht. Insbesondere ist hier ersichtlich, dass das in Losung 
gebrachte Kupfer-Ion komplexiert wird, wozu Histidin-Molekxile 
70 verwendet werden. 

10 

Aus der Figur 1 sowie den Teilfiguren 6a und 6b ist ersicht- 
lich, dass durch Anlegen spezifischer Potenziale an die Mess- 
elektroden 2 0 30 und Hilf selektroden 40 , 45 eine gewiinschte 
Selektion der DNA erreicht wird. Im Einzelnen werden die 
15 Messelektroden negativ, die Hilf selektroden positiv polari- 
siert. Sofern sich die gesamte Anordnung in einer wassrigen 
Losung befindet, die Kupf er ( II) -Ionen (Cu 2+ ) enthalt, werden 
diese auf den Messelektroden 20,30 zu metallischem Kupfer 
(Cu°) reduziert. Dadurch entsteht ein Feldgradient und die 

2 0 negativ gelaldene, nicht vollstandig komplementare DNA wird 

abgestoSen. 

Beide Alternativen konnen separat oder aber kombiniert ablau- 
fen. Zunachst werden Zielmolekule angereichert und dann se- 
25 lektiert. Es kann aber auch nur eine Selektion vorgenommen 
werden . 

In den Figuren 2 bis 4 sind unterschiedliche Varianten von 
Sensoranordnungen dargestellt. In Figur 2 haben die aus Gold 

3 0 gebildeten Messelektroden 20, 30 freie Gold-Sensorf lachen 21, 

31, an die die Fanger-DNA 100 gebunden sind. Alternativ ist 
in Figur 3 ein Hydrogel 35 vorhanden, welches Fanger-DNA 100 
enthalt. Speziell in Figur 4 ist eine Anordnung dargestellt, 
bei der neben den eigentlichen Messelektroden 20 und 30 wei- 
35 terhin eine freie Reaktionsf lache 50 aus Gold vorhanden ist, 
an welcher die Fanger-DNA 100 in einer dichten Anordnung ge- 
bunden sind. Dies hat den Vorteil einer groSen Dichte von 
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Fanger-DNA. Allerdings mussen bei der Herstellung der Reakti- 
onsflache 50 zun^chst die Messelektroden 20, 30 durch Kupfer 
oder dergleichen abgedeckt werden, , um dort eine Anlagerung 
der Fanger-DNA 100 zu verhindern. In Figur 4 sind dafur Kup- 
fer-Schichten 22 bzw. 32 vorhanden. Bei alien Anordnungen ge- 
maS den Figuren 2 bis 4 ist jeweils die Opf erelektrode 40 in 
der Nahe der Messelektroden 2 0 und 30 angeordnet, um durch 
das Inlosunggehen von Kupfer den Feldgradienten auf zubauen 
und damit die Anreicherung der Ziel-DNA 200 in der Nahe der 
Messelektroden 20 und 30 zu bewirken. Im Ergebnis kann somit 
die Messgenauigkeit erheblich verbessert werden. 

In den Figuren 8 bis 10 sind die verschiedene Varianten von 
Messsensoren gemafi den Figuren 2 bis 4 in der Drauf sicht dar- 
gestellt. Speziell in Figur 8 ist ein Messsensor 80 vorhan- 
den, der aus zwei Kammelektroden 82 und 83 mit ineinander 
greifenden Elektrodenf ingern besteht, wobei eine einzige Op- 
ferelektrode 84 ringartig um die Kammelektroden angeordnet 
sind. 

Entsprechendes ergibt sich aus Figur 9, wobei hier der Be- 
reich der Kammelektroden mit der Hydrogelschicht 85 abgedeckt 
ist. Eine derartige Hydrogelschicht kann sich iiber der gesam- 
te Messanordnung befinden. Speziell in Figur 10 sind zusStz- 
lich noch Reaktionsf lachen 86 zum Anlagern von Fangermolekii- 
len vorhanden. 

Aus den Einzelsensoren gemaS den Figuren 8 bis 10 konnen Ar- 
rays konzipiert werden, die n-Zeilen und m-Spalten haben. Aus 
den Figuren 11 und 12 ist eine Komp 1 e t t ano rdnung mit einer 
Vielzahl von Messsensoren 80, 80 die das n-m-Array dar- 
stellen. Dabei ist es prinzipiell moglich, das Array mit Ein- 
zelpositionen entsprechend einer der Figuren 8 bis 10 aufzu- 
bauen, bei der jede Einzelposition eine ringartige Kupfer- 
Opferanode 84 hat. Um die gesamte m-n-Anordnung mit den Ein- 
zelpositionen ist dabei als weiterer Ring die Hilf selektrode 
185 angeordnet . 
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GemaS Figur 11 befindet sich die Komplettanordnung 180 in ei- 
nem Behalter, z.B. einem Durchf lusskanal 150, mit einem De- 
ckel 120, einem Zufluss 121 und einem Abfluss 122. 
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Patentanspriiche 

1. verfahren zum Transport elektrisch geladener Molekule in 
einer wassrigen Losung, insbesondere beim Betrieb eines DNA- 
Sensors mit einem Redox-Cycling-Prozess zwischen zwei Mess- 
elektroden, gekennzeichnet durch folgende 
Mafinahmen : 

- in der Nahe der Messelektroden wird ein metallisches Mate- 
rial, das im wassrigen Elektrolyten bestandig und unedler 
als das der Messelektrode ist, als potenzialbeauf schlagba- 
re Elektrode angeordnet, 

- durch Anlegen eines positiven Potenzials an die Elektrode 
wird das metallische Material als positiv Ionen in Losung 
gebracht , 

- wodurch negativ geladene Molekule als Zielmolekiile in die 
entgegengesetzte Richtung transportiert und an den Mess- 
elektroden angereichert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet , dass die in Losung gehende Metallionen 
durch die Anwesenheit eines Komplexbildners komplexiert wer- 
den, wodurch ihre Konzentration gering und nahezu konstant 
gehalten wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass als metallisches Material 
Kupfer verwendet wird, welches eine Kupf er-Opf er-Anode bil- 
det. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 und 3, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass als Komplexbildner zur Kom- 
plexierung des Kupfer-Ions Histidin verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch kennzeichnet, dass zum Detektieren 
der Zielmolekiile Fangermolekule an einer Elektrodenoberf lache 
verwendet werden. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Fangermolekule thiolmodif izierte 
Fangermolekule verwendet werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet , dass als Fangermolekule hydrogelgebundene 
Fangermolekule verwendet werden. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, dass ein Elektro- 
phoreseverfahren ausgefuhrt wird. 

9 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine DNA- 
Analyse von DNA-Fragmenten erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass bei der DNA-Analyse die an- 
gereicherten Molekule als Zielmolekule detektiert werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass durch Polarisation der fur 
die Elektrophorese bzw. DNA-Analyse verwendeten Elektroden 
die Selektivitat des Prozesses erhoht wird. 

12. Verfahren zur bindungsspezif ischen Trennung elektrisch 
geladener Molekule in einer wassrigen Losung, insbesondere 
beim Betrieb eines DNA-Sensors mit einem Redox-Cyc ling- Pro - 
zess zwischen zwei Messelektroden, gekennzeich- 
net durch folgende MaSnahmen: 

- in der wassrigen Losung befinden sich Metallionen 

- durch Anlegen eines negativen Potenzials an die Messelek- 
troden wird das Metallion an den Messelektroden als Metall 
abgeschieden, 

- wodurch negativ geladene, in der Nahe der Messelektroden 
gebundene Molekule als Zielmolekule mit einer hinreichend 
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niedrigen Bindungseriergie von den Messelektroden wegtrans- 
portiert werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch g e - 

5 kennzeichnet, dass als Metallionen Kupfer und 
als Messelektroden Gold verwendet werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch g e - 
kennzeichnet , dass die von den Messelektroden 

10 wegtransportierten Molekule solche Zielmolekule sind, die bei 
der DNA- Analyse nicht detektiert werden sollen. 

15 . Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verf ahrens nach Anspruch 
1 oder einem der Anspriiche 2 bis 10 bzw. zur Durchfuhrung des 

15 Verf ahrens nach Anspruch 12 oder einem der Anspriiche 13, 14, 
mit einer Anordnung aus Mess-Elektroden (2 0, 30) zur elektro- 
chemischen Messung in einer wassrigen Losung (15) , wobei in 
der wassrigen Losung Metallionen bzw. Haufungen (40) von Me- 
tall aus unedlerem Material als das der Messelektroden (20, 

20 30), wobei das Material in wSssriger Losung (15) bestandig 
ist, vorhanden sind. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch g e - 
kennzeichnet , dass die Messelektroden (2 0, 30) 

25 aus Edelmetall, insbesondere Gold, bestehen. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass das Metall Kupfer ist und 
eine Opf erelektrode (40) bildet. 

30 

18. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch g e - 
kennzeichnet , dass die Messelektroden aus Gold 
eine Sensoroberf lache (21, 31) aufweisen, an der Fangermole- 
kiile fur die Ziel-DNA (200) gebunden sind. 

35 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15, 16 oder 18 
dadurch gekennzeichnet, dass die 
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Messelektroden (20, 30) eine Interdigitalstruktur aus Kamm- 
elektroden (82, 83) mit ineinander greifenden Elektrodenf in- 
gem bilden. 

5 20. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch g e - 
kennzeichnet, dass die Opf erelektrode (84) 
ringartig urn die Kammelektroden (82, 83) angeordnet ist. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch g e - 

10 kennzeichnet, dass auf den Messelektroden (20, 
30) eine Hydrogelschicht (35) zum Binden der Fangermolekiile 
(100) angeordnet ist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch g e - 

15 kennzeichnet, dass den Messelektroden (20, 30) 
separate Reaktionsf lachen (50) zum Anlagern der Fangermoleku- 
le (100) zugeordnet ist. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch g e - 

20 kennzeichnet, dass von einzelnen Interdigital- 
strukturen (80, 80 x , ...) mit Opf erelektrode (84) ein Array 
(80) mit m Zeilen und n Spalten gebildet ist. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch ge- 

25 kennzeichnet, dass eine Hilf selektrode (185) zu 
den einzelnen Operelektroden (84) ringartig urn das m-n-Array 
(180) verlauft. 



30 
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MIXED INTERCALATOR AND 
ELECTROCHEMICAL DETECTION OF DNA USING SAME 

FIELD OP THE INVENTION 

5 

The present invention relates to a highly sensitive method for 
electrochemically detecting a DNA using a unique combination of compounds 
as a mixed intercalator and a detection kit using same. 

10 BACKGROUND OF THE INVENTION 

DNA chips have been widely used in gene and molecular biology 
researches such as the measurement of RNA expression in a large scale, 
detection of mutant genome DNAs, gene diagnosis, pharmacogenomics and 

15 medicine, as they can detect RNAs or DNAs contained in a sample much more 
efficiently than the conventional Southern blot or Northern blot method. 

Generally, DNA chips detect a target DNA, for example, by way of 
accumulating hundreds of thousands of probe DNA fragments, each having a 
specified base sequence, on a very small chip surface, contacting the probe 

20 DNA fragments with a single strand of the target DNA labeled with a 
fluorescent material to induce hybridization, and identifying the hybridized 
DNA by laser irradiation. 

However, the above method has the disadvantages that it requires the 
use of an expensive optical apparatus including a laser scanner and the cost of 

25 fluorescent labeling is high. Further, it is difficult to quantitatively determine 
the amount of the target DNA in a sample from the luminescent intensity. 

Accordingly, there have been numerous efforts to solve the above- 
mentioned problems. For instance, Clinical Microsensors Inc. suggests a 
method of detecting a DNA by binding a redox-active material, e.g., a transition 

30 metal complex, on a selected site of a single-stranded probe DNA, bringing a 
single-stranded target DNA into contact with the resulting probe DNA to induce 
hybridization, and measuring the change in the electron transporting rate 
attributable to the hybridization. In addition, Japanese Patent Publication No. 
2000-125865 provides a method of detecting a gene of a specimen DNA by 

35 allowing a single- stranded sample DNA to interact with a single strand probe 
DNA immobilized on an electrode surface in the presence of an 
electrochemically active intercalator to form a hybridized DNA carrying the 
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intercalator, followed by determining the current which flows through the 
intercalator. 

These methods, however, still exhibit a limited sensitivity for 
quantitative DNA detection, and thus, there has existed a need to develop a DNA 
5 detection method having a higher sensitivity. 

SUMMARY OF THE INVENTION 

Accordingly, it is an object of the present invention to provide an 

10 improved method for detecting a DNA with a high sensitivity. 

It is another object of the present invention to provide a novel 
intercalator and a detection kit which are suitable for practicing the method. 

In accordance with one aspect of the present invention, there is 
provided a method for detecting a DNA having a specified base sequence 

15 (target DNA), which comprises bringing a single strand of the target DNA 
(target ssDNA) into contact with a single strand probe DNA (probe ssDNA) 
bonded on the surface of an electrode equipped with an output terminal to form 
a double strand DNA (dsDNA), adding a mixed intercalator consisting of 
compounds of formulae (I) and (II) to intercalate the dsDNA therewith, and 

20 determining the current generated when a voltage is applied to the electrode. 

In accordance with another aspect of the present invention, there is 
provided an alternative method for detecting a DNA having a specified base 
sequence (target DNA), which comprises bringing a single strand of the target 
DNA (target ssDNA) into contact with a single strand probe DNA (probe 

25 ssDNA) bonded on the surface of an electrode equipped with an output terminal 
in the presence of a mixed intercalator consisting of compounds of formulae (I) 
and (II) to obtain a double strand DNA intercalated by said compounds, and 
determining the current generated when a voltage is applied to the electrode: 

30 



35 
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(II) 



25 In accordance with still another aspect of the present invention, there is 

provided a DNA detection kit used in practicing the method, comprising a DNA 
sensor having a layer of single strand probe DNAs bonded on the surface of an 
electrode equipped with an output terminal and a mixed intercalator consisting 
of compounds of formulae (I) and (II); and the mixed intercalator. 

30 

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS 

The above and other objects and features of the present invention will 
become apparent from the following description of the invention, when taken in 
35 conjunction with the accompanying drawings, which respectively show: 

FIG. 1 : a schematic procedure for the preparation of a dsDNA - 
electrode in accordance with one embodiment of the present invention; 
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FIG. 2 : a schematic representation of the electron transfer through a 
layer of an intercalator and the typical cyclic current - voltage curve obtained 
therefor; and 

FIG. 3 : peak current values obtained with a conventional single 
intercalator and the inventive mixed intercalator. 

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION 

The probe ssDNA used in the present invention may be obtained from a 
DNA isolated from a biological sample or chemically synthesized. 

A probe ssDNA - electrode which comprises an electrode having an 
output terminal and a probe ssDNA bonded to one surface thereof is prepared, 
e.g., by reacting the bare electrode surface with a compound having a terminal - 
SH group and a functional group such as -OH, -COOH and — NH 3 at the other 
end, e.g., 2-mercaptoethanol, 3-mercaptobutanol and 3-mercaptopropionic acid, 
to obtain a coated electrode which has a monolayer of the compound bonded to 
the electrode through sulfide bonds, and then, reacting an ssDNA having a 
phosphoric acid group at its 5 '-end with the coated electrode, wherein the 
phosphoric acid group bonds with the functional group such as -OH, -COOH 
and -NH 3 exposed on the coated electrode. This reaction may be performed in 
a buffer solution of pH 4.5 to 6.4 in the presence of an acid catalyst such as 2- 
(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES) and the resulting electrode is 
designated "ssDNA - electrode". Alternatively, an ssDNA having a -SH 
group instead of a phosphoric acid group at its 5 '-end may be immobilized 
directly to the surface of a bare electrode, followed by filling the open surface 
of the resulting electrode with, e.g., 2-mercaptoethanol. 

The ssDNA-electrode thus prepared is treated with a solution 
containing a single strand target DNA at room temperature for a period ranging 
from 12 to 48 hours, preferably 24 hours, inducing hybridization between the 
probe DNA and the target DNA to form a dsDNA and the electrode having such 
a dsDNA is designated "dsDNA - electrode". 

During or after the process of forming the dsDNA, a mixed intercalator 
of the present invention, consisting of N,N-bis[[4-(3- 
ferrocenecarboxamidopropyl)piperazinyi]propyl]naphthalene- 1 ,4,5 ,8- 
tetracarboxylic acid of formula (I), designated IC1, and N-[[4-(3- 
ferrocenecaiboxamidopropyl)piperazinyl]propyl]-l ,8-naphthalene imide of 
formula (II), designated IC2, is allowed to be intercalated and incorporated in 
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the formed dsDNA. The inventive mixed intercalate* is capable of forming a 
- stable intercalation complex with the dsDNA, while it does not form stable 
adducts with ssDNAs. 

Consquently, in case the DNA present in a sample is capable of 

5 hybridizing with the probe DNA, the inventive mixed intercalator which 
contains the ferrocene moieties of IC1 and IC2 having desirable redox 
properties work together to facilitate the electron transfer process when a 
potential is applied to the dsDNA - electrode. 

It is understood that IC1 intercalates selectively into a site which is 

10 separated by 3 to 5 pairs of bases from the next site, while the insertion of one 
molecule of IC2 requires only one pair of base. But, the use of IC2 alone does 
not provide an intercalated dsDNA having desirable properties. When a 
combination of IC1 and IC2 is used in a weight ratio of 1:0.1-10, preferably 
1:0.5-5, IC2 is inserted into sites which are not occupied by IC1 and they work 

15 together to create a synergistic effect of enhancing the electron transport process 
through the dsDNA chain. IC2 further acts as a supersensitizer for the 
reduction of oxidized IC 1 . 

Based on the method of the present invention, it is possible to identify a 
target DNA in a sample by way of using a DNA detection kit comprising a 

20 DNA sensor and the inventive mixed intercalator, the sensor containing a single 
strand probe DNA which is hybridizable with the target DNA and immobilized 
on an electrode equipped with an output terminal. Such a sensor may contain 
a plurality of electrodes coated with various probe ssDNAs for detecting a 
multiple number of DNAs in a sample. As the current density obtained as a 

25 result of the present invention depends on the concentration of the target ssDNA 
in the sample, it is possible to quantify the amount thereof. 

The current density may be measured by any method, e.g., cyclic 
voltametry, differential pulse voltametry and potentiostat. 

As described above, the method of the present invention provides a 

30 simple and sensitive means for assessing the identity and the amount of a target 
DNA in a sample. 

The following Examples are given for the purpose of illustration only, 
and are not intended to limit the scope of the invention. 

35 Example 1 : Preparation of a probe ssDNA - electrode 



(Step 1) Coating of Au electrode 
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An Au electrode with an area of 2 mm 2 (MF-2014 AUE gold electrode, 
BAS, IN, USA) was sequentially washed with hot 2 M NaOH for 5 min., and 
then, with concentrated nitric acid for 5 min., followed by two cycles of 
ultrasonic-treatment in distilled water, each for 3 min. The electrode was 

5 dipped in an aqueous 0.1 M sulfuric acid solution, and the voltage applied 
thereto was cycled between 0 to 1.5 V at a rate of 100 mV/s using a 
voltammetric analyzer (BAS, CV-50W, IN, USA), until the current originating 
from contaminants was no longer detectable, to determine a basal line. The 
bare electrode thus obtained was treated with a 1 mM 2-mercaptoethanol (2- 

10 ME) solution for 2 hr to induce sulfide bond formation between the -SH group 
of 2-mercaptoethanol and the electrode surface. The resulting electrode was 
coated with a monolayer of covalently bonded -S-CH 2 CH 2 -OH, the terminal - 
OH group being extended outwards. 

15 (Step 2) Preparation of ssDNA - electrode 

Using an oligonucleotide synthesizer, sense and anti-sense 
oligonucleotides of sequence numbers: 1 and 2 were prepared, and then, a 
phosphoric acid group was joined to the 5'-end of the sense oligonucleotide. 
l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydro-chloride (ED AC) and 

20 the sense oligonucleotide (ssDNA) were dissolved to concentrations of 1 fig/fd 
and 1 mM, respectively, in a 40 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid 
(MES) buffer solution (pH 4.5), and the coated electrode prepared in (Step 1) 
was treated with the solution for 24 hrs to obtain a ssDNA - electrode having 
the phosphoric acid groups of the ssDNA bonded with the -OH groups of the 

25 electrode surface. 

Example 2 : Detection of DNA 

(Step 1) Formation of hybrid DNA 

30 1 fd of anti-sense DNA (asDNA) (1 txmoVfd) of sequence number: 2 

was added to 30 id of a hybridizing solution (0.09 ftg/fd of salmon 
spemiatozoon DNA, 0.5 fig/td of acetylated cow serum albumin, 27 mM MES 
(free acid), 74 mM MES (sodium salt), 0.89 M NaCl, 0.01% Tween 20 and 20 
mM EDTA), and the ssDNA - electrode prepared in Example 1 was reacted 

35 with the solution at 37 °C for 24 hrs. to form a hybrid DNA. The resulting 
electrode was washed with a washing solution (27 mM MES (free acid), 74 mM 
MES (sodium salt), 26 mM NaCl and 0.01% Tween 20) at 37 V for 15 min. 
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and the washing procedure was repeated three-times to obtain a dsDNA - 
- electrode which has double-stranded DNAs attached to the electrode. The 
preparative procedure of such a dsDNA - electrode is schematically showed in 
FIG 1. 

5 

(Step 2) Combination of dsDNA and intercalator 
N,N-bis[[4-(3-ferrocenecarboxamidopropyl)piperazinyl]propyl]- 
naphthalene-l,4,5 3 8-tetracarboxylic acid of formula (I) (IC1) and N-[[4-(3- 
ferrocenecarboxamidopropyl)piperazinyl]propyl]- 1 ,8-naphthalene imide of 

10 formula (II) (IC2) were dissolved in distilled water, each to the concentration of 
40u M, and the dsDNA - electrode prepared in (Step 1) was treated with the 
solution at room temperature for 10 min. to obtain a dsDNA - electrode 
wherein both IC1 and IC2 were incorporated in the dsDNA as intercalators. 
For comparison, another dsDNA - electrode intercalated only by IC1 was 

15 prepared by a similar method. 

A voltage was applied to a tri-electrode system which comprises one of 
the prepared dsDNA - electrodes as a working electrode, Ag/AgCl as a 
reference electrode and Pt wire as a counter electrode, and the current generated 
by the applied voltage-induced redox reactions in the electrolyte solution (0.1 M 

20 KC1) was measured with a voltammetric analyzer (BAS, CV-50W, UK). In 
this case, the current is transferred to the electrode via IC1 and IC2, or via IC1 
alone, and the amount of the current was obtained from the cyclic voltammetry 
(see FIG. 2). 

As shown in FIG. 3, the peak current obtained for the system containing 
25 the conventional intercalator, i.e., IC1 alone, was not nearly as high as the 
currents obtained for two cases of the inventive mixed intercalator (IC1 and 
IC2). In this figure, B refers to the basal line mentioned in (Step 1) of 
Example 1; S, an ssDNA - electrode; and D, a dsDNA - electrode (two 
independent cases). The markedly high current density obtained for the 
30 inventive dsDNA - electrode may be attributed to the ability of IC2 to occupy 
sites that are inaccessible by IC1. 

As described above, in accordance with the method of the present 
invention, an unknown DNA can be assayed quantitatively with a high 
35 sensitivity. 

While the embodiments of the subject invention have been described 
and illustrated, it is obvious that various changes and modifications can be 
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made therein without departing from the spirit of the present invention which 
should be limited only by the scope of the appended claims. 
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WHAT IS CLAIMED IS : 

1. A method for detecting a DNA having a specified base sequence (target 
DNA), which comprises bringing a single strand of the target DNA (target 
5 ssDNA) into contact with a single strand probe DNA (probe ssDNA) bonded on 
the surface of an electrode equipped with an output terminal to form a double 
strand DNA (dsDNA), adding a mixed intercalator consisting of compounds of 
formulae (I) and (II) to intercalate the dsDNA therewith, and deterrnining the 
current generated when a voltage is applied to the electrode: 

10 



15 



20 



25 



30 




(I) 



2. A method for detecting a DNA having a specified base sequence (target 
35 DNA), which comprises bringing a single strand of the target DNA (target 
ssDNA) into contact with a single strand probe DNA (probe ssDNA) bonded on 
the surface of an electrode equipped with an output terminal in the presence of a 
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mixed intercalate* consisting of compounds of formulae (I) and (II) to obtain a 
double strand DNA intercalated by said compounds, and determining the 
current generated when a voltage is applied to the electrode. 

5 3. A DNA detection kit used in practicing the method of claim 1 or 2, 
comprising a DNA sensor having a layer of single strand probe DNAs bonded 
on the surface of an electrode equipped with an output terminal and a mixed 
intercalator consisting of compounds of formulae (I) and (II). 

10 4. A mixed intercalator which consists of compounds of formulae (I) and (II). 
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Sequence Listing 



<110> Mitocon, Ltd. 

<120> Mixed intercalates and electrochemical detection of DNA using 
same 

<130> mtc-0681 

<160> 2 

<170> Kopatentln 1.71 

<210> 1 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> synthetic sense oligonucleotide 



<400> 1 

cctaaccaga tttcaaattt tatctttt 



<210> 2 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> antisense of SEQ ID NO: 1 



<400> 2 

aaaagataaa atttgaaatc tggttagg 
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